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競合 PCR (ATAC-PCR) 法を原理とした PCR-array を用いて肝細胞癌の網羅的遺伝子発現解析を行い、遺伝子診断
による術後早期再発予測の有用性について検討した。
〔方法〕
対象は、 1997 年 1 月より 1999 年 10 月までに大阪大学医学部附属病院にて肉眼的根治切除を行い、術後 2年以上
の観察期間の得られた肝細胞癌 60 症例。ヒト肝組織から採取した RNA をもとに、 3 種類の肝特異的 cDNA ライブ
ラリーを作成し、ランダムシークエンスによって得られた 2774 遺伝子に、消化器癌関連 298 遺伝子を加えた計 3072
遺伝子について、 ATAC-PCR 法の手法を用いた PCR-array による RNA発現量の測定を行った。対象 60 症例を術後
2年以内の残肝再発群 32 例と無再発群 28 例とに分け、 5 万回の無作為並べ替え検定にて両群間で大きく発現量の異
なる遺伝子群を同定し、これらの遺伝子を用いた weighted voting 方式による遺伝子診断法を構築した。各遺伝子は
無作為並べ替え検定の P 値によってランク付けし、 leave-one-out 交差検証法により最も正診率の高い遺伝子セット
を決定した。さらに 1999 年 11 月以降に当院にて肉眼的根治切除を行った 40 症例を追加し、この遺伝子診断法の予
測能を検証した上で、 Cox の多変量解析による独立性の検討、さらに再発率および生存期間を用いた検討も行った。
〔成績〕
無作為並べ替え検定にて、術後 2年以内の残肝再発の有無に関して有意差 (P<0.05) を認めた遺伝子は 92 個存在
した。これら 92 個の遺伝子のうち、 P値によるランキング上位 20 個の遺伝子セットを用いた遺伝子診断法が交差検
証法にて最も高い正診率 (83.3%) を示した。この 20 遺伝子には、 E-cadherin、 M6PIIGF2R、 RBl などの既知の
肝細胞癌関連遺伝子以外に、 ALCAM、 FLJ37965、 NRG2、 RGSt.え HSPA1A、 DAPKl、 EST2139949、 SIAHBPl、
EST390150、 VPS35， BATl、 KRT8， HLA-B、 NMTl、 HLAオ、 USP39、 AKl が含まれていた。追加 40 症例で
の検証では、正診率 72.5% (P=0.010、オッズ比 6.8、 95%信頼区間1.7-27.5) であり、単変量解析で有意差を示
した腫療径、腫蕩個数、脈管侵襲の有無を共変量とした Cox 多変量解析ではこの遺伝子診断のみが有意な予後因子で
あった (P=0.007、ハザード比 3.82 、 95%信頼区間1.44-10.10) 。また、この遺伝子診断によって、有意に再発率








開発が待たれている。そこで、肝細胞癌 100 症例分の切除標本を用いて PCR-array による網羅的遺伝子発現解析を
行ったところ、術後 2年以内の残肝再発の有無と発現量との間で有意に相関した 92 個の遺伝子を選択することがで
きた。これら 92 個の遺伝子のうち、より相関性の高い 20 個の遺伝子のみを用いて weighted voting 方式による診断
を行った場合、 estimation group で 83.3% 、 validation group で 72.5%の早期再発予測能が認められた。また、多変
量解析でもこの遺伝子診断法は腫蕩径、腫蕩個数、脈管侵襲といった従来の予後因子と独立していることが確認され
た。このように、 20 個の遺伝子を用いた遺伝子診断法 (PCR-array による RNA発現量の測定)は、従来の予後因子
とは独立した新しい再発予測因子であり、肝細胞癌の個別化医療に有用である可能性が示され、以上の研究は学位の
授与に値すると考える。
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